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Essa dissertacdo segue o modelo alternativo originado a partir da
pesquisa intitulada: efeitos da associacdo dos tratamentos de crioterapia e
ultrassom terapéutico na reparacao da lesdo muscular de ratos wistar,
desenvolvido no Laboratorio de Histologia e Histoquimica do Departamento de
Fisioterapia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT/UNESP, Campus de
Presidente Prudente.

Em consonancia com as regras do Programa de Pdés-Graduacao,
Mestrado em Fisioterapia, 0 presente material esta dividido nas seguintes

sessoes:

e Resumo;

e Abstract;

¢ Introducéo: para contextualizacdo do tema pesquisado;

o Artigo |: Tatiana Emy Koike, Regina Celi Trindade Camargo,
Guilherme Akio Tamura Ozaki, Robson Chacon Castoldi, Patricia Monteiro
Seraphim, Sérgio M Oikawa, José CS Camargo Filho. Analise Morfométrica e
Fractal do tecido muscular lesionado submetido combinacé&o dos tratamentos de
Crioterapia e Ultrassom Terapéutico.

. Artigo |l: Tatiana Emy Koike, Regina Celi Trindade Camargo,
Guilherme Akio Tamura Ozaki, Robson Chacon Castoldi, Patricia Monteiro, José
CS Camargo Filho. Efeitos da associacdo de crioterapia e ultrassom terapéutico
na reparacdo da lesdo muscular. morfologia, dimensao fractal e expressao
génica de TNF-a, TGF-B1.

e Conclusdes: obtidas a partir da pesquisa realizada

o Referéncias Bibliogréficas: referentes ao texto da introducgéo.

e Anexo I: Normas da revista do Artigo Il, International Journal of
Morphology (Normas no site
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¢ Anexo II: Normas da revista do Artigo |, Journal of Physiotherapy.
(Normas no site https://www.elsevier.com/journals/journal-of-

physiotherapy/1836-9553/guide-for-authors)
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Resumo

As lesdes musculares séo frequentemente ocasionadas em decorréncia da
pratica de atividades esportivas e recreativas. Devido sua alta incidéncia, é
importante pesquisar os tratamentos que promovam qualidade no processo de
reparacdo muscular e menor duragao. Avaliar o efeito da combinagdo dos
recursos terapéuticos de Crioterapia e Ultrassom Terapéutico no tratamento de
lesdo muscular por impacto. 55 ratos wistar foram separados em Grupos Leséo
Aguda (LA), Lesédo (L), Crioterapia (CR), Ultrassom Terapéutico (US),
Crioterapia e Ultrassom Terapéutico (CRUS). Todos os animais foram
anestesiados e submetidos a lesdo muscular por impacto pela liberacdo de uma
carga de 200g a 30 cm de altura. Em seguida receberam os tratamentos
conforme grupo alocado, sendo o protocolo de CR por meio de bolsa de gelo
durante 20 minutos e o US durante cinco minutos com intensidade de 0,5W/cm2
e frequéncia de 1MHz. A eutandsia foi realizada por administracdo
intraperitoneal de superdosagem de Xilazina e Ketamina, para subsequente
coleta do musculo gastrocnémio destinado as analises de massa Corporal e
Muscular, andlises Histolégica e Dimenséao Fractal do processo inflamatério e de
colageno, Quantificacdo génica de RNAmM (TNF-a e TGF-B1). A analise dos
dados foi realizada utilizando o programa estatistico SPSS 22 for Windows. Foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade dos dados.
Quando os dados apresentaram normalidade, foi utilizado teste T para amostras
pareadas e teste de Anova one-way, seguido pelo pos-teste de Tukey. Quando
violada a normalidade dos dados, seguiu-se com o teste de Kruskall-Wallis, com
pos-teste de Dunn. Para todas as andlises foi adotado o nivel de significancia de
5%. Dentre todos os grupos, o CRUS perdeu menos massa corporal e muscular,
melhora da morfometria, além de apresentar reducédo de colageno pela DF em
comparacao aos LA e CR (p < 0,05). Com relacdo ao processo inflamatério,
grupo CRUS apresentou reducdao significante da DF em relagdo aos grupos LA
(p=0,001),L (p=0,001) e CR (p=0,007), e 0 US reduziu a DF significativamente
em relagéo aos grupos LA (p =0,001), L (p =0,001) e CR (p =0,036). A reducédo
de TNF-a foi significante no grupo US comparado com grupos LA (p = 0,008); L
(p =0,032) e CR (p = 0,046), e TGF-B1 no grupo CR em comparacao aos LA (p
=0,001) e L (p =0,006), no grupo US em comparacéao ao LA (p =0,049), e CRUS
em comparacgao aos LA (p = 0,023). A associacao de tratamentos foi superior
aos resultados apresentados pelos tratamentos isolados no processo de
reparacdo muscular. Observado pela reducédo da perda de massa corporal e
muscular, melhora do aspecto histolégico e reducao de colageno.

Palavras-chave: Lesdo musculo esquelética, Crioterapia, Ultrassom
terapéutico, Analise Fractal, TNF-a, TGF-31.
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Abstract
Muscle injuries are often cause due to the practice of sports and recreational

activities. Because of its high incidence, it is important to research the treatments
that promote quality in the muscle and shorter repair process. To evaluate the
effect of the combination of the therapeutic resources of Cryotherapy and
Therapeutic Ultrasound in the treatment of muscle damage by impact. 55 Wistar
rats was separate into groups, Acute Injury (Al), Injury (I), Cryotherapy (CR),
Therapeutic Ultrasound (TU), Cryotherapy and Therapeutic Ultrasound (CRTU).
All animals were anesthetize and muscle damage due to impact by the release
of a load of 200 g at 30 cm. Then received treatments as allocated group and CR
protocol using ice bag for 20 minutes and TU for five minutes with an intensity of
0.5W / cm2 and the frequency of 1MHz. Euthanasia was performed by
intraperitoneal administration of overdose of Xylazine and Ketamine. The
collection of the gastrocnemius muscle for the Body and Muscle mass analysis,
histological analysis and fractal dimension of inflammation and collagen gene
guantification of MRNA (TNF-a and TGF-B1). Data analysis was performed using
SPSS for Windows 22. The Shapiro-Wilk test to verify the normality of the data
was performed. When data showed normal, we used t test for paired samples
test and one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test. When it violated the
normality of the data, followed by the Kruskal- Wallis test with Dunn’s post-test.
For all analyzes was adopted the significance level of 5%. Among all groups, the
CRTU lose less body and muscle mass, improved morphometry, besides
presenting collagen reduction by DF compared to Al and CR (p <0.05). With
regard to the inflammatory process CRTU group showed a significant reduction
of DF in relation to the Al groups (p = 0.001), I (p = 0.001) and CR (p = 0.007),
and TU reduced the DF significantly relative to Al groups (p = 0.001), | (p =0.001)
and CR (p = 0.036). The reduction of TNF-a was significant in TU group
compared with Al groups (p = 0.008); | (p = 0.032) and CR (p = 0.046) and TGF-
B1 in the CR group compared to Al (p =0.001) and | (p = 0.006), in the TU group
compared to Al (p = 0.049) and CRTU compared to Al (p = 0.023). The
combination treatment was superior to the results presented by the isolated
treatments in the muscle repair process. Observed by reducing the loss of body
and muscle mass, improved histological appearance and reduction of collagen.

Keywords: Skeletal muscle injury, Cryotherapy, Therapeutic Ultrasound, Fractal
Analysis, TNF-a, TGF-B1.
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As lesdes nos tecidos moles ocorrem frequentemente durante a pratica
de atividades esportivas e recreativas. Desta forma, o tecido muscular
esquelético esta susceptivel a lesbes ocasionadas por distensdo, contusao,
laceracdo e microlesbes com o rompimento das fibras do tecido muscular

(Peterson and Renstrom 2002).

Cerca de 90% das lesdes musculares decorrentes da pratica esportiva
ocorrem por contusdo e estiramento (Jarvinen, Jarvinen, and Kalimo 2013). A
caracteristica de plasticidade do musculo esquelético promove 0 processo de
reparacdo tecidual, que consiste em fases de degeneragdo, reparo e
remodelamento (Botelho, Facio, and Minamoto 2007). Entretanto, a les&o
muscular pode acarretar no afastamento das atividades do individuo, na perda
de fungcéo muscular e fibrose (Botelho et al. 2007; Jarvinen et al. 2013). Desta
forma, o tratamento fisioterapéutico na recuperacdo torna-se de extrema

importancia para a recuperando da funcéo e prevenir a ocorréncia de fibroses.

A forma de tratamento comumente utilizada ap6s o evento lesivo € dada
pelo resfriamento local (crioterapia), sendo este um recurso de baixo custo e de
facil aplicabilidade. A crioterapia tem a capacidade de promover a
vasoconstricao local, que atenua a disfungdo microvascular e também diminui os
danos oxidativos do sangue extravasado, ndo permitindo a infiltracdo de

leucocitos (Carvalho et al. 2010; Takagi et al. 2011).

Ainda assim, outro recurso frequentemente utilizada para reparar as
lesbes € o Ultrassom Terapéutico (Burks et al. 2011; Vasquez et al. 2014), sendo
sua indicacdo devida aos efeitos de reducdo do estresse oxidativo, da

estimulacdo da producéo de células miogénicas e fibras de colageno (Markert et
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al. 2005; Piedade et al. 2008), e da capacidade de potencializacdo do processo

de regeneracédo das miofibras (Chan et al. 2010).

Sabendo que a crioterapia tem o efeito de diminuir a inflamacao e que
o ultrassom terapéutico promove o aumento da permeabilidade da membrana e
o fluxo de fluidos circulantes, temos como hipotese de que estas técnicas
utilizadas para a reabilitacdo promovem resultados semelhante ou superior
qguando associadas, e aplicadas no musculo de ratos submetidos a lesao por
impacto. A investigacdo dos efeitos da associacdo desses tratamentos podera
servir de base para futuras pesquisas sobre a reparacao de lesdo muscular, e

servir como um protocolo de tratamento eficaz para a aplicacéo clinica.

Diante do exposto, o presente modelo alternativo de dissertacao
compreende dois artigos elaborados no Laboratorio de Histologia e Histoquimica
da FCT/UNESP, Campus Presidente Prudente, sendo que os dois trabalhos
analisaram os efeitos da crioterapia e ultrassom terapéutico na regeneracao do

tecido muscular apos leséo por impacto, mas por diferentes analises.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi analisar os efeitos da associagdo das técnicas de crioterapia e
ultrassom terapéutico no tratamento de lesdo muscular por impacto. 55 ratos foram
divididos em cinco grupos (n=11), Lesdo Aguda (LA), Lesdo (L), Crioterapia (CR),
Ultrassom Terapéutico (US) e Associacdo de crioterapia e ultrassom terapéutico (CRUS).
Os grupos CR e CRUS receberam a aplicagdo do Protocolo de crioterapia em trés
momentos (imediatamente, 24 e 48 horas ap0s a lesdo), com duracdo de 20 minutos. Os
grupos US e CRUS receberam a aplicagdo do Protocolo de Ultrassom terapéutico por sete
dias, duracdo de cinco minutos por sesséo, em modo pulsado, com intensidade de 0,5
W/cm2 e frequéncia de 1 MHz. Foram realizadas as analises de massa corporea e dos
musculos gastrocnémios, e foram confeccionadas as laminas de Hematoxilina e Eosina
para analise da morfometria, e Picrosirius para a analise de colageno pela Dimensao
Fractal (DF). Os resultados da analise intragrupos demonstrou menor perda de massa
corporea e muscular no grupo CRUS. Além disso, verificou-se menor valor da
morfometria para o grupo CRUS em compara¢do aos grupos LA (p = 0,001), L (p =
0,001), CR (p = 0,001) e US (p = 0,001), e menor valor da DF para a quantidade de
coladgeno no grupo CRUS em comparacao aos grupos LA (p = 0,007) e CR (p = 0,014).
Em sintese, o presente estudo demonstrou que o protocolo com a associagao das técnicas
de crioterapia e ultrassom terapéutico promoveu respostas benéficas superiores nos
aspectos analisados em comparacdo aos protocolos com os tratamentos aplicados
isoladamente.

Palavras-chave: Fractal, Crioterapia, Ultrassom Terapéutico, Colageno.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effects of Association of technics by cryotherapy
and therapeutic ultrasound in treatment of muscle injury by impact. Fifty-five rats wistar
were divided in five groups (n = 11), Acute Injury (Al), Injury (1), Cryotherapy (CR),
Therapeutic Ultrasound (TU) and Association of Cryotherapy and Therapeutic
Ultrasound (CRTU). The CR and CRTU groups received the application of Protocol
Cryotherapy for three times (immediately, 24 and 48 h after injury) duration of 20
minutes. The TU and CRTU groups received the application of Protocols Therapeutic
Ultrasound for seven days, duration of five minutes, pulsed mode, 0,5w/cm intensity,
1MHz. They analyzed the body mass and the gastrocnemius muscles. Histological slides
of the gastrocnemius muscle of the animals were prepared and stained with Hematoxylin
and eosin for morphometric analysis and Picrosirius for the quantifications of collagen
analysis by Fractal Dimension (FD). The results of intragoups analysis showed low body
mass and the gastrocnemius in group CRTU in relation to the groups Al (p = 0,001), I (p
=0,001), CR (p =0,001) e TU (p = 0,001), and low value of FD to quantify collagen in
group CRTU in relation to the groups Al (p = 0,007) e CR (p = 0,014). In summary, the
present study showed that Association Protocol by cryotherapy and Therapeutic
Ultrasound promoted higher benefices in aspects analyzed in relation to the application
of therapies isolated.

Keywords: Fractal, Regeneration, Cryotherapy, Ultrasound Therapy, Collagen.
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INTRODUCAO

As lesbes musculares frequentemente causam o afastamento das atividades fisicas
durante o periodo de reabilitacdo, sejam elas esportivas ou recreativas. A principal
proposta do tratamento fisioterapéutico segue em atuar no processo de reparacao
diminuindo o quadro inflamatdrio, acelerando a reparacéo tecidual e inibindo a ocorréncia
de sequelas como a formacéo de fibrose (Mann et al. 2011).

A lesdo muscular acarreta na ruptura das miofibras e dos vasos sanguineos locais
que promovem a invasdo de leucdcitos para a fagocitose das células degeneradas
(J&rvinen et al. 2013), além da producdo e deposicao de fibroblastos (Calvi et al. 2012).
Entretanto, a deposicao exacerbada de fibroblastos pode ocasionar na formacao de tecido
fibrético no local da leséo prejudicando a reparacéo e funcgdo tecidual (Alves et al. 2014).

A crioterapia (CR) é uma técnica de baixo custo e facil aplicabilidade que
promove o resfriamento local dos tecidos e a vasoconstri¢do, diminuindo o metabolismo
celular e limitando a extensdo da inflamacgéo no tecido muscular. Entretanto, seu efeito
pode retardar a chegada dos leucocitos e prejudicar as etapas seguintes do processo de
reparacédo tecidual que envolve a formacdo de novas miofibrilas e depésito de fibras de
colageno (Takagi et al. 2011).

As fibras de colageno sdo importante pois ddo origem a matriz extracelular e tem
funcéo estrutural de promover a ligacdo e alinhamento entre as fibras musculares (Calvi
et al. 2012). Deste modo, estudos investigaram que a aplicacdo do Ultrassom terapéutico
(US) melhora a organizacdo das células e o alinhamento das fibras de colageno quando
aplicados no reparo da lesdo muscular esquelética (Piedade et al. 2008).

Assim, o US em modo pulsado promove ondas ultrassdnicas, que ao penetrarem
no tecido, geram vibracGes aumentando a permeabilidade da membrana celular e o
intercambio de fluidos, que estimulam o metabolismo celular. Este efeito mecanico
favorece o processo de resolucdo da inflamacdo, visto que com o aumento do
metabolismo temos 0 aumento das atividades das plaquetas, mastécitos, macrofagos e
neutrofilos quando o tecido est4 envolvido na fase inflamatdria (Jarvinen et al. 2013).

E de conhecimento decorrente de estudos da lesdo muscular, que musculo
esquelético responde imediatamente ao estimulo lesivo, e que aplicacGes de recursos
terapéuticos promovem alteracdes beneficiando a resolugdo da inflamagéo e acelerando
a regeneracdo de miofibrilas. Neste sentido, as intervencBes terapéuticas de CR
combinado ao US, no processo de reparacdo muscular podem influenciar nos eventos
celulares de forma superior aos tratamentos aplicados isoladamente. Visto que, a
crioterapia tem o efeito de retardar o processo inflamatoério e o ultrassom de promover o
aumento da permeabilidade da membra celular estimulando o fluxo de fluidos circulante,
reduzindo o edema local e acelerando a resolugéo da inflamagé&o.
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O presente estudo teve como objetivo analisar a reparagdo do tecido muscular
lesado, frente a combinacéo dos tratamentos de crioterapia e ultrassom terapéutico, por
meio de andlise da massa corporal e muscular, medida do menor didmetro das fibras e
quantificacdo de colageno pela dimenséo fractal.

MATERIAIS E METODO

Foram utilizados 55 ratos machos (Norvegicus Wistar), com quatro meses de
idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - Campus de
Botucatu-SP, e mantidos no biotério do Laboratorio de Histologia e Histoquimica da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente - FCT/UNESP. Foram
mantidos quatro animais por gaiola, sob condic¢des controladas de temperatura (22 + 2°C),
umidade (50 + 10%), ciclo claro/escuro de 12 horas (7-19 h), acesso a agua ad libitum e
racao padrdo para roedores (MP-77, Primor). Este projeto foi aprovado pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUAs) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia —
FCT/UNESP, Campus de Presidente Prudente — SP, sob o Protocolo n° 01/2014.

- Grupos Experimentais

Para a montagem dos grupos experimentais foi realizado um delineamento em
blocos casualizados. O delineamento foi realizado com o objetivo de reduzir o efeito do
erro experimental ocasionado pelas varia¢des bioldgicas dos animais, como a variagdo de
peso que poderiam afetar a quantidade de energia absorvida proporcionado pelo
mecanismo de lesdo por impacto (Cristina and Nogueira 1956). Os animais apresentaram
peso de 326 a 467 g, desta maneira foram separados em trés grupos, sendo Peso | (n =
18): 326 <> 366 g, Peso Il (n = 19): 367 <> 394 g e Peso III (n = 18): 395 < 467 g. Os
animais foram sorteados e alocados em cada grupo experimental de modo que cada grupo
fosse composto pelo mesmo nimero de animais do Peso I, Il e Il (n = 11):

- Lesdo Aguda (LA): Submetidos ao protocolo de lesdo muscular, permaneceram sem
tratamento por dois dias.

- Les&o (L): Submetidos ao protocolo de lesdo muscular, permaneceram sem tratamento
por sete dias.

- Crioterapia (Cr): Submetidos ao protocolo de lesdo muscular, seguido do protocolo de
crioterapia.

- Ultrassom Terapéutico (US): Submetidos ao protocolo de lesdo muscular, seguido do
protocolo de ultrassom terapéutico.

- Crioterapia + Ultrassom Terapéutico (CrUS): Submetidos ao protocolo de leséo
muscular, seguido da combinacdo dos protocolos de crioterapia e de ultrassom
terapéutico.

Os animais do grupo LA foram eutanasiados no 3° dia, e 0s demais grupos no 8°
dia apos a lesdo muscular por impacto (Figura 1).

*xEXEX Inserir Figura 1 ******
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- Protocolo de lesdo muscular por impacto

Foi utilizado o equipamento de lesdo por impacto, seguindo especificagdes de
Stratton, Heckmann e Francis (1984) (Figura 2A). Os animais foram anestesiados por
combinacdo dos anestésicos ketamina (70 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), via
intraperitoneal. Apos a confirmacdo do plano, os animais foram posicionados no
equipamento de lesdo em decubito ventral mantendo o membro pélvico posterior direito
em extensdo de joelho e tornozelo em 90° (Figura 2B). Em seguida, uma carga de 200 g
foi liberada a 30 cm de altura diretamente no ventre do madsculo gastrocnémio,
promovendo uma lesdo por impacto sem ocasionar fratura.

*HxEFE Inserir Figura 2 ***xx**

- Protocolo de crioterapia

A aplicacdo da CR foi realizada em trés momentos: imediatamente apds a leséo,
24 horas e 48 horas ap06s o protocolo de lesdo muscular por impacto, nos grupos CR e
CRUS. Cada aplicacéo teve duracdo de 20 minutos (Takagi et al. 2011), realizados com
0s animais sob anestesia, e em decubito dorsal. Foi confeccionado pequenos moldes com
cartolina em formato c6nico na medida do membro pélvico dos animais, e 0 saco plastico
com agua envolveu este molde de modo a ser congelado no formato da cartolina (Figura
3A). Deste modo, toda a extensdo do membro pélvico do animal foi envolvida por gelo.
O gelo foi fixado com fita adesiva sobre toda a extensdo do membro posterior, da coxa
até tornozelo (Figura 3B).

*HRXEXE Inserir Figura 3 ******

- Protocolo de ultrassom terapéutico

Foi utilizado o aparelho AVATAR-V®, KLD Biossistemas Equipamentos
Eletronicos LTDA devidamente calibrado para a pesquisa, com cabecotes de area efetiva
de radiacdo (ERA) de 1,0 cm?. A aplicacdo foi realizada com os animais anestesiados e
em sete sessdes didrias consecutivas, com duracdo de cinco minutos, modo pulsado,
intensidade de 0,5 W/cm? frequéncia de 1 MHz (Farcic et al. 2013). Foi utilizado gel
hidrossolivel como meio de contato, realizando movimentos circulares com o cabecote,
privilegiando a regido do ventre muscular, local onde foi induzida a lesdo muscular
(Piedade et al. 2008).

- Protocolo de combinagéo dos tratamentos (Crioterapia + Ultrassom Terapéutico)

A combinagéo dos tratamentos foi realizada da mesma forma que os tratamentos
citados anteriormente, com o gelo sendo aplicado primeiro seguido pela aplicagcdo do
ultrassom. Apds os trés dias de aplicacéo do gelo, prosseguiu-se apenas com o tratamento
de ultrassom até o final do periodo experimental.
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- Coleta do material

Foi coletado a massa corporal inicial e final (g). Apds protocolos de tratamento 0s
animais foram eutanasiados por overdose de cloridrato de ketamina e cloridrato de
xilazina, via intraperitoneal, para subsequente coleta e pesagem absoluta (g) dos muasculos
gastrocnémios direito e esquerdo. Foi coletado a regido medial do musculo gastrocnémio
do lado direito para posterior confec¢do das laminas histologicas. Para as analises de
Massa Corporal (MC), cada animal foi pesado antes (MCiniciay € a0 final (MCrinal) do
experimento. A mensuracdo da massa do musculo gastrocnémio direito e esquerdo, de
cada animal, foi realizado em balanga de precisao para calcular o valor de Massa Relativa
(MRel) (%) obtido pelo calculo de Mgel = (Mmasculo (§)/MCrinai(g)) * 100).

Foram confeccionadas laminas histolégicas dos musculos gastrocnémio direito
dos animais, com cortes transversais de Sum, e coradas pelo método hematoxilina-eosina
(HE) (Ozaki et al. 2015).Com as laminas prontas, foi realizada a analise do menor
diametro das fibras musculares (um). Para isso foram utilizados trés campos (aumento de
100x), obtidos por meio do software NIS-Elements, conectado ao microscopio Nikon 50i
acoplado a camera fotografica Infinity 1. As imagens computadorizadas foram utilizadas
para a mensuracao de 120 fibras por animal, Método adaptado de Camargo Filho (2011).

Para a analise quantitativa de tecido colageno foi utilizado o método da Dimenséo
Fractal (DF) (Ozaki et al. 2015). As laminas foram coradas pelo método Picrosirius Red
e fotografadas por meio do microscépio de luz polarizada Leica DM 4000B acoplada a
camera Leica DFC500, com aumento de 100x (Ozaki et al. 2015), pertencente a
Faculdade de Odontologia -FOA/UNESP, Campus Aracatuba — SP.

As imagens de Picrosirius passaram pelo processo de binariza¢do tornando-as
preto e branco. Com este processo o colageno total tornou-se preto e o restante das células
tornou-se branco (Figura 4). Este procedimento foi necessario, pois a analise da DF
mensura a area em preto da imagem pelo método box-counting. As imagens do picrosirius
apresentaram o colageno, originalmente vermelho, verde e amarelo, em preto, e o restante
da célula em branco (Ozaki et al. 2015). Por se tratar de um método para quantificara
irregularidade e complexidade da arquitetura histoldgica, pode fornecer resultados sem a
interferéncia do avaliador, visto que se trata de uma analise automatica realizada pelo
software. Todos os procedimentos foram realizados no Software ImageJ, com a adi¢do
do plugin Fractal Dimension and Lacunarity, ambos disponiveis gratuitamente na
internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/) (Ozaki et al. 2015).

FxEXEX INserir Figura 4 **x*x*

- Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o programa estatistico SPSS v.22
for Windows. Todos os dados passaram pelo teste de Shapiro-Wilk, verificando a
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29

normalidade. Para analise intragrupo de massa corporal foi utilizado o teste T para
amostras pareadas, e para as andlises entre grupos e de dimensdo fractal foi realizado o
teste ANOVA One-way, seguido de pos- teste de Tukey. Os dados de diametro das fibras
ndo demonstraram normalidade, desta forma seguiu-se com o teste de Kruskall-Wallis,
com poés-teste de Dunn. Para todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os animais submetidos ao protocolo de lesdo muscular apresentaram perda da
Massa Corporal ao final do experimento (Figura 5A). Para a anélise de MC entre grupos
foi realizado o calculo do valor de delta, em que néo foi encontrado diferenca significativa
entre 0S grupos.

Para a analise de MC intragrupos, foi observada a perda significante de massa
corporal ao final do experimento; sendo esta diferenca estatisticamente significante nos
grupos LA e L (Figura 5A). Em relacdo aos grupos que receberam tratamento de CR, US
e CRUS, ndo houve perda significativa de MC ao final do experimento.

Ao analisar a comparacdo de Mrel Observamos que todos 0s grupos experimentais
apresentaram menor valor no lado com les&o. Esta diferenca foi significativa nos grupos
LA, L, CRe US com p <0,05; e apenas o grupo CRUS foi capaz de reduzir as diferencas
entre os lados (Figura 5B).

FxEXEX Inserir Figura 5 ******

A tabela 1 mostra o resultado da analise quantitativa das alteracGes histoldgicas
observadas nas fibras musculares dos grupos estudados. A analise de medida do menor
didametro das fibras demonstra diminuicdo das células musculares evidente no grupo
CRUS e 0 aumento no grupo LA. O aumento significativamente o didmetro das fibras foi
observado para o grupo LA em comparacdo aos grupos L (p = 0,001), CR (p = 0,001),
US (p=0,001) e CRUS (p = 0,001); para o grupo L em relacéo aos grupos CR (p = 0,001),
US (p = 0,002) e CRUS (p = 0,001); para o grupo CR em relagéo aos grupos US (p =
0,001) e CRUS (p = 0,001); e para o grupo US em relagdo ao grupo CRUS (p = 0,001).

*&xxx* Inserir Tabela 1 ******

A anélise de Dimensdo Fractal do tecido de coldgeno demonstrou que o grupo
CRUS foi capaz de atenuar a quantidade de fibras colagenas no tecido muscular. O grupo
CRUS reduziu o significativamente em comparagao aos grupos LA (p = 0,007) e CR (p
=0,014) (Tabela 1).

DISCUSSAO

O presente estudo verificou que todos 0s grupos experimentais reduziram a massa
corporal ao final do experimento, porém esta perda ndo foi significativa nos grupos
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tratamentos (CR, US e CRUS). Com rela¢do a massa do musculo gastrocnémio houve
reducdo do lado lesionado para nos grupos LA, L, CR e US, sendo de maneira
significante. A medida de menor diametro das fibras apresentou diferenca significativa
entre todos os grupos. Mas dentre eles, o grupo CRUS apresentou o menor valor de
diametro das fibras. Apesar de tanto 0 US quanto o CRUS serem capazes de reduzir a DF
de colageno, as analises de massa corporal, muscular e medidas morfométricas
evidenciaram melhora no quadro de reparacgéo tecidual quando os dois tratamentos foram
combinados.

A perda de massa corporal observada em todos os grupos experimentais pode ser
atribuido ao estresse ao qual os animais foram submetidos, o que pode ter interferido na
dieta e/ou metabolismo dos mesmos (Botelho et al. 2007). Além disso, com excecdo do
grupo CRUS, os demais grupos experimentais demonstraram diminuicdo significativa de
massa muscular no lado lesionado em comparacdo com o lado sem lesdo. O que pode
estar, pelo menos em parte, relacionado ao aumento de fatores pré-inflamatorios, podendo
acarretar na proteolise.

A comparacao intragrupos deste estudo demonstrou que todos 0s grupos perderam
massa corporal ao final do experimento, entretanto ndo houve diferenga entre os grupos.
Utilizou-se o modelo experimental de lesdo por impacto ja comprovado em pesquisas
(Martins et al. 2015), como sendo capaz de promover 0 aumento do processo
inflamatdrio. Desta maneira, o aumento de inflamacéo local pode ter relacdo com a perda
de massa corporal e de massa muscular nos animais lesionados. Pois, segundo Li et al.,
(2001) o aumento da inflamacdo pode mediar a perda de proteinas musculares, como
observado em midcitos expostos a citocinas pro-inflamatérias como o Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a). Provavelmente, na presente pesquisa, a combinacdo dos
tratamentos promoveu reducdo do quadro inflamatério, observado pela menor perda de
massa corporal e muscular, e na reducdo do didametro das fibras.

A avaliacdo histoldgica baseia-se na morfologia das células, tamanho, posi¢édo de
nacleo, presenca de infiltrado inflamatdrio, necrose, hiperplasia e / ou displasia (Camargo
Filho et al. 2011). Pela analise morfométrica, os grupos LA, L, CR e US demonstraram
maiores valores de diametro das fibras. Desta forma sugere-se que 0 processo
inflamatdrio pode ter provocado edema no citoplasma (Abbas, Kumar, and Fausto 2010),
caracterizando no aumento da seccdo transversa das células musculares. Os resultados
deste estudo demonstraram que todos os tratamentos reduziram o diametro das fibras,
mas que a combinacédo das técnicas de crioterapia e ultrassom terapéutico potencializou
esta reducdo (42,04 um), possivelmente por atenuar a inflamacéo.

A analise Fractal demonstrou que os animais que receberam a aplicacdo de
ultrassom terapéutico e a combinagdo dos tratamentos, demonstraram reducdo da
quantidade de colageno. Essa analise quantificou o colageno tipo I, Il e Il correspondente
as areas em vermelho, amarelo e verde. Portanto o resultado da anélise corresponde ao
colageno total do tecido muscular (Ozaki et al. 2015).
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No presente estudo, observou-se que o grupo CR apresentou aumento de colageno
em comparacgédo ao grupo CRUS. Este resultado foi observado em estudo de Takagi et al.
(2011), que analisou a influéncia da crioterapia em lesdo muscular. Conclui-se que a
aplicacdo em até 28 dias apos a lesdo retarda a migracdo de macrofagos dificultando o
processo de regeneracdo. Além disso, a aplicacdo de crioterapia pode ter induzido o
depdsito de colageno ao redor das fibras musculares em regeneracdo por aumentar a
producdo de TGF-B1.

Ja a aplicacdo de Ultrassom terapéutico atuou no processo de reparagdo
promovendo a reducdo do didmetro das fibras em relacdo aos grupos LA, L e CR, além
de reduzir a quantidade de colageno. O ultrassom terapéutico auxilia na reparacao das
lesbes musculares e altera as atividades de leucécitos, neutrofilos, macrofagos envolvidos
na fase inflamatoria, acelerando o processo de reparacdo muscular, principalmente por
meio dos efeitos mecanicos (Burks et al. 2011). Desta forma, sua atuacdo é caracterizada
pelo aumento da sintese de células precursoras miogénicas e proliferacéo de fibroblastos
(Piedade et al. 2008). Desta forma, a utilizacdo do ultrassom terapéutico foi eficaz para
atenuar a inflamagéo tecidual.

No local da lesdo ocorre o estimulo a producdo de colageno para reestruturar a
matriz extracelular, contribuindo para a formacdo de tecido de cicatriz. Esta resposta é
inicialmente benéfica pois protege o local da lesdo. No entanto, a exacerbacdo na
producdo de colageno no interior da area lesionada prejudica a funcdo muscular, provoca
quadro algico, além de tornar o muasculo mais susceptivel a lesdes recidivantes e perda da
funcdo muscular (fibrose) (Ciciliot and Schiaffino 2010). Estudos demonstram que por
volta de sete dias apds a lesdo muscular ocorre 0 aumento de colageno nesse tecido, e que
0 aumento e acumulo de colageno pode ser prognostico de fibrose apds a total reparacao
tecidual (Alves et al. 2014).

Assim, torna-se importante analisar e compreender os efeitos dos tratamentos
aplicados na reparacdo muscular, tanto em aspectos histoldgicos quanto nos aspectos de
producdo de fibras colagenas. Analises que proporcionam a quantificagdo da proporcgéo
relativa de coldgeno nos musculos lesionados e tratados, podem ajudar fisioterapeutas e
médicos para determinar o tratamento adequado, contribuindo para a melhor reparacao
de lesdes musculares (Calvi et al. 2012).

Os resultados encontrados na presente pesquisa demonstram a superioridade do
protocolo de combinacéo dos tratamentos em acelerar a reparacao muscular pela redugéo
do processo de inflamatorio, e prevenir a formacao de fibrose por reduzir a quantidade de
colageno no sitio da lesdo muscular. A reducéo do processo inflamatdrio foi observada
em estudo de Matins et al., (2015), que compararam as técnicas de crioterapia, ultrassom
terapéutico, e a associacdo das técnicas em lesdo muscular. Demonstrando que a
associacao da crioterapia com ultrassom terapéutico em tecido muscular lesionado foi
superior em relagcéo aos tratamentos aplicados individualmente, visto que promoveu a
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reducdo de marcadores inflamatorios plasmatico e consequentemente acelerou a
resolucéo do processo inflamatério.

Entretanto, ndo foram encontrados na literatura estudos sobre a combinagéo dos
tratamentos na reparacdo histolégica e influéncia sobre a producdo de colageno. Os
resultados encontrados nesta pesquisa apontam que a crioterapia combinada com o
ultrassom terapéutico beneficia o processo de reparacdo tecidual em até sete dias apos a
leséo, reduzindo as chances de fibrose.

Algumas limitacGes deste estudo devem ser apontadas, como a falta de um grupo
controle (sem nenhuma intervencao), e ndo foi possivel discutir a variavel massa corporea
Visto que o presente estudo priorizou analisar as alterag6es no tecido muscular lesionado.
Apesar de utilizar o método de delineamento em blocos casualizados para reduzir o erro
experimetal biologico, pode existir a variagdo no local de lesdo muscular, visto que 0s
animais apresentam varia¢es na posicdo anatdbmica dos masculos.

Sugere-se para futuros estudos, analisar a quantidade e organizacdo do colageno
em tecido muscular lesionado por impacto, assim como quantificar os diferentes tipos de
coladgeno (I, 1l e Ill) Ainda, realizar estudo com delineamento longitudinal a fim de
investigar diferentes fases do processo de reparacdo. Estudos referentes a este tema
poderdo fornecer subsidios para desenvolver um protocolo de tratamento mais eficaz,
estendendo-se tanto para pesquisadores quanto para clinicos que atuam na area da salde
e com lesdes musculares.

Conclui-se que a combinacdo dos tratamentos, em até sete dias, mostrou-se
superior em relagdo aos tratamentos isolados de crioterapia e ultrassom terapéutico,
promovendo a reducdo da perda de massa corporal e muscular, além de diminuir o
aumento citoplasmatico e a quantidade de colageno.
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FIGURA 1
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- Lesdo em todos os animais
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Figura 1: Procedimentos experimentais em dias decorridos.
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FIGURA 2

\

Figura 2: A) Equipamento para protocolo de lesdo
muscular por impacto com duas hastes metalicas de 60
cm na vertical, base plastica com area de 272,5cm?,
estrutura metalica que suporta a roldana e fio ligado a
massa de 200g a ser liberada. B) Posicionamento do
membro pélvico posterior direito em extensdo de joelho
e dorsiflexdo de tornozelo, para a liberagéo da carga no
ventre do masculo gastrocnémio dos animais.

FIGURA 3

Figura 3: A) Pequenos sacos plasticos confeccionados em
formato conico para moldar o membro pélvico posterior dos
animais. B) Aplicacgdo do protocolo de crioterapia.

FIGURA 4

Figura 4: Imagem do musculo gastrocnémio do grupo CR
corada pelo método Picrosirius (Aumento de 100x). a) Lamina
fotografada em microscépio de luz polarizada evidenciando o
coldgeno em vermelho. b) Imagem apds o processo de
binarizacdo tornou o coladgeno em preto e o restante da célula
em branco, realizado para a mensuracéo da Df.
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Figura 5: A) Grafico representativo da evolugéo do MCinicial € MCrinal. Valores expressos em média por grupo (g).
* Diferenga significante entre valor inicial e final (p = 0,007); # Diferenca significante entre valor inicial e final (p
=0,003). B) Valores de média e desvio padrdo de Mgel. T Diferenga significante em comparacao ao lado sem leséo
(p = 0,001); i Diferenga significante em comparagdo ao lado sem lesdo (p = 0,007).

TABELA1

Tabela 1. Valores do menor Diametro das fibras (um) e Dimenséo Fractal de colageno.

Grupos Diametro das fibras Dimensao Fractal
LA 53,64 £ 9,02 * 1,26 £0,13 #

L 46,70+ 7,25 * 1,21+ 0,05
CR 50,98 + 10,62 * 1,26 +0,10 #
us 44,64 + 8,28 * 1,15+ 0,02
CRUS 42,04+ 7,47 * 1,09 + 0,05

Valores em médias e desvios padrdo do Diametro das fibras e da Dimenséo Fractal. * diferenca significativa
em relagdo a todos os grupos (p < 0,05), # diferenca significativa em relacdo do grupo CRUS (p < 0,05).
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RESUMO

Questionamento: A associacdo dos tratamentos de Crioterapia e Ultrassom Terapéutico
maximizam seus efeitos promovendo melhora no processo de reparo muscular?

Objetivo: Analisar os efeitos da associacdo da Crioterapia e do Ultrassom Terapéutico na
reparacao muscular de ratos.

Desenho do estudo: Experimental, controlado
Amostra: Ratos machos Wistar (n=55).

Intervencdo: Os animais foram separados em grupos Lesdo Aguda (LA), Lesdo (L),
Crioterapia (CR), Ultrassom terapéutico (US) e Associacdo de crioterapia + ultrassom
terapéutico (CRUS), subsequentemente foram submetidos a lesdo por impacto no masculo
gastrocnémio. O grupo CR recebeu crioterapia imediatamente, 24 e 48 h apos a lesdo (20
min/sessdo); o grupo US recebeu Ultrassom Terapéutico pulsado por sete sessdes (5
min/sesséo), intensidade de 0,5 W/cm? e frequéncia de 1 MHz; e o grupo CRUS recebeu os
dois tratamentos.

Mensuracdes: A andlise morfoldgica e de dimensédo fractal (DF) se deu pela coloracdo de
Hematoxilina e eosina (HE) e, a analise de expresséo génica de TNF-a ¢ TGF-B1 pelo método
RT-PCR. Foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo ANOVA One-
Way seguido de pds-teste de Tukey para comparacgéo entre 0s grupos (p<0,05).

Resultados: O grupo CRUS melhorou a organizacao das miofibras, do endomisio, do perimisio
e dos espacos intersticiais, e reduziu infiltrado inflamat6rio. Ademais, o grupo CRUS
apresentou reducéo significante da DF em relagéo aos grupos LA (p = 0,001), L (p =0,001) e
CR (p =0,007), e 0 US reduziu a DF significativamente em relacdo aos grupos LA (p = 0,001),
L (p =0,001) e CR (p =0,036). A reducdo de TNF-a foi significante no grupo US comparado
com grupos LA (p = 0,008); L (p = 0,032) e CR (p = 0,046), e TGF-1 no grupo CR em
comparagdo aos LA (p = 0,001) e L (p = 0,006), no grupo US em comparacdo ao LA (p =
0,049), e CRUS em comparacao aos LA (p = 0,023).

Conclusdo: A associacdo dos tratamentos apresentou melhores resultados do que os
tratamentos isolados no processo de reparacdo muscular, evidente por diminui¢des de infiltrado
inflamatdrio e de DF, assim como na melhora da organizacdo de miofibras, endomisio,
perimisio e espacos intersticiais.

Palavras-chave: Regeneracdo, Crioterapia, Ultrassom Terapéutico, Musculo esquelético,
Ratos, Reabilitacdo.
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ABSTRACT

Question: The Cryotherapy and Therapeutic Ultrasound treatments can enhance their effects
when combined?

Objective: Analyze the effects of the combination of cryotherapy and Therapeutic Ultrasound
in repair of muscle ‘rats.

Design: Experimental, controlled study.
Setting: Animal laboratory. Animals: Male Wistar rats (n=55)

Interventions: The animals were separated into groups acute Injury (LA), Injury (L),
cryotherapy (CR), therapeutic ultrasound (US) and association of cryotherapy + therapeutic
ultrasound (CRUS), subsequently were subjected to contusion injury in the gastrocnemius
muscle. The CR group received cryotherapy immediately, 24 and 48 hours after injury (20
min/session); the US group received pulsed Therapeutic Ultrasound for seven sessions (5
minutes/session), with intensity of 0.5 W/cm2, frequency of 1 MHz; and CRUS group received
both treatments.

Outcome measures: Morphological and fractal dimension (FD) analysis was performed by
hematoxylin and eosin (HE) staining and analysis of gene expression of TNF-a and TGF-B1 by
RT-PCR method. The Shapiro-Wilk normality test was used followed by one-way ANOVA
and Tukey's post-test for comparison between groups (p <0.05).

Results: The CRUS group improves the organization of myofibrils, endomysium, perimysium
and the interstitial spaces, and was able to reduced inflammatory infiltrate. Moreover, the CRUS
group showed a significant reduction of DF in relation to the groups LA (p = 0.001), L (p =
0.001) and CR (p = 0.007); and US group reduced the DF significantly relative to groups LA
(p =0.001), L (p =0.001) and CR (p = 0.036). The reduction of TNF-a was significant in US
group compared with groups LA (p = 0.008), L (p = 0.032) and CR (p = 0.046); and TGF-B1
reduced in the CR group compared to LA (p =0.001) and L (p =0.006); in the US group reduced
compared to LA (p = 0.049) and CRUS compared to LA (p = 0.023).

Conclusion: The association of treatments showed better results than isolated treatments in the
muscle repair process, by the decreasing inflammatory infiltrate, and DF, as well as in
improving myofibres organization, endomysium, perimysium and interstitial spaces.

Key Words: Regeneration, Cryotherapy, Ultrasound Therapy, Muscle, skeletal; Rats,
Rehabilitation

Association of Cryotherapy and Therapeutic Ultrasound in muscle repair. 7/03/2016
Koike Page 40 of 59



41

INTRODUCAO

Cerca de 90% das lesdes musculares decorrentes da pratica esportiva ocorrem por
contus&o e estiramento 1. O musculo esquelético é capaz de reparar o tecido lesionado, mas este
processo pode ser lento e acarretar no afastamento das atividades, na perda de funcdo tecidual

e sequelas como a fibrose 2.

A destruicdo das miofibrilas, bem como o aumento local da vascularizacao,
promovem o estresse oxidativo que acarreta na necrose das células, assim como a invasdo de
neutrofilos e macrofagos quimioatraentes de citocinas e fatores de crescimento no sitio da leséo
coordenando o processo de reparacio tecidual 3. Este processo libera citocinas como o Fator de
Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), ¢ Fatores de Crescimento como o de transformacdo do
crescimento beta 1 (TGF-B1) #que irdo promover a miogénese, proliferacéo de fibras colagenas

e podem determinar o resultado final do processo de reparagao °.

Neste contexto, a fisioterapia pode atenuar os danos limitando a area afetada pelo
hematoma e inflamagdo excessiva, assim como acentuar o processo de reparagdo “°’. As
intervencdes ndo farmacoldgicas, como crioterapia (CR) e ultrassom terapéutico (US) sdo
frequentemente utilizadas nestes casos, com o objetivo de, reduzir o tempo de recuperacéo, e

melhorar a qualidade tecidual, possibilitando antecipar o retorno as atividades fisicas.

O tratamento com crioterapia (CR) promove a absor¢do de calor no local aplicado,
diminuindo a temperatura dos tecidos. Os principais efeitos benéficos do frio durante a
recuperacdo sdo: analgesia, vasoconstricdo, diminuicdo do metabolismo, da inflamacédo e da
dor. Por sua fécil aplicabilidade e baixo custo, é frequentemente utilizada imediatamente ap6s
lesGes, visto que atenua a disfuncdo microvascular e diminui os danos oxidativos do sangue

extravasado, diminuindo a ades3o e infiltracdo de leucdcitos 8.

O ultrassom terapéutico (US) e utilizado no tratamento de lesdes de tecidos mole,
como a reparacao de feridas dérmicas, a fim de reduzir edemas e promover a cicatrizagio °. Sua
aplicacdo é frequentemente em modo pulsado °, por promover efeitos ndo térmicos no tecido
como a cavitagdo e pequenas vibragdes, que promovem alteracbes de pressdo aumentando a
permeabilidade celular e o fluxo do fluido circulante °. Assim, é capaz de acentuar a sintese de

proteinas contrateis derivadas de células satélites de miofibras, estimular o alinhamento das
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fibras de colageno, favorecendo a formag&o e organizacdo de novas miofibras, e a reducgdo da

area lesada .

Existem poucas evidéncias cientificas sobre os beneficios do uso de crioterapia em
combinacéo ao ultrassom terapéutico. Espera-se que os achados da presente pesquisa possibilite
a criacdo de uma nova estratégia de reabilitacdo, potencializando os efeitos benéficos dos
tratamentos a fim de promover melhora da organizagdo das miofibras, espacos intersticiais,
perimisio e endomisio; reduc&o de infiltrado inflamatério *2, caracterizando melhor resposta no

processo de reparacdo muscular.

Desta forma, o objetivo desse estudo foi analisar os aspectos morfoldgicos,
quantificar o infiltrado inflamato6rio por meio da anélise de Dimensao Fractal (DF) e os efeitos
na modulacdo dos niveis de Expressdo Génica de proteinas (TNF-o ¢ TGF-B1) no musculo

gastrocnémio lesionado e tratado com a combinacéo de crioterapia e ultrassom terapéutico.
METODO
Delineamento Experimental

Foram utilizados 55 ratos machos Wistar (Rattus novergicus), com quatro meses de
idade (120 dias), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - Campus
de Botucatu-SP, e mantidos no biotério do Laboratério de Histologia e Histoquimica da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente - FCT/UNESP. Os animais
permaneceram acondicionados em gaiolas coletivas com quatro animais cada, sob condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade (50 = 10%), ciclo claro/escuro de 12 horas (7-
19 h) e acesso irrestrito a agua e racdo padrdo para roedores (MP-77, Primor). O projeto foi
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUASs) da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia — UNESP, Campus de Presidente Prudente — SP, sob o Protocolo n° 01/2014.

- Grupos experimentais

Com a finalidade de reduzir o efeito do erro experimental ocasionado pelas variagdes
bioldgicas dos animais, que poderiam afetar a quantidade de energia absorvida e intensidade
de resposta a leséo, foi realizado o Delineamento em Blocos Casualizados por diferenca de peso

entre os animais 3, em que foram separados em trés grupos, sendo Peso | (menor peso), Peso
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Il (peso médio) e Peso Il (maior peso). Logo apds, os animais que compuseram o Peso | foram

randomizados dentro de cada grupo experimental, seguido do Peso Il e Peso Il (Figura 1).

Desta maneira, os animais foram separados dentro de cinco grupos experimentais
(n=11): Lesdo Aguda (LA), Lesdo (L), Crioterapia (CR), Ultrassom Terapéutico (US) e
Crioterapia + Ultrassom Terapéutico (CRUS). Todos foram submetidos ao protocolo de leséo
muscular por impacto no membro posterior direito e aos protocolos de tratamento conforme

organograma do delineamento experimental (Figura 1).
*HxEX* Inserir Figura 1 ******

Ap0s as intervencgoes, foram coletadas amostras do masculo gastrocnémio direito, a fim
de realizar analises morfoldgicas e de dimensdo fractal, além de 0,1 g do tecido muscular para
analise de expressdo génica. Todos os procedimentos (intervencdes e analises) seguem

descritos nas secOes seguintes.
Intervencdes
- Protocolo de Lesdo muscular por impacto

Foi utilizado o equipamento de Lesdo muscular por impacto conforme proposto
inicialmente por Stratton, Heckmann e Francis (1984), elaborado pelo Servigo Nacional de
Aprendizagem Industrial - SENAI "Santo Paschoal Crepaldi”, Campus de Presidente
Prudente/SP (Figura 2A).

Os animais receberam dose intraperitoneal de ketamina (70 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg) *° e apds a confirmagdo do plano anestésico, foram posicionados no equipamento em
declbito ventral, padronizando o membro pélvico posterior direito com extensdao das
articulacbes coxofemoral e joelho, e tornozelo em posicdo neutra a 90°. Em seguida foi
realizada uma Unica contusdo pela liberacdo da carga de 200 g (Figura 2C), a 30 cm de altura

de modo a produzir uma forga de impacto no ventre muscular °.
FxEXEX INserir Figura 2******

- Protocolo de crioterapia
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A aplicacdo da CR foi realizada em trés momentos: imediatamente ap6s a lesdo, 24
horas e 48 horas ap6s o protocolo de lesdo muscular por impacto, nos grupos CR e CRUS. Cada
aplicacéo teve duracéo de 20 minutos 8, realizados com os animais sob anestesia, e em dec(ibito
dorsal. Foi confeccionado pequenos moldes com cartolina em formato cénico na medida do
membro pélvico dos animais, e 0 saco plastico com &gua envolveu este molde de modo a ser
congelado no formato da cartolina. Deste modo, toda a extensdo do membro pélvico do animal
foi envolvida por gelo (Figura 2B). O gelo foi fixado com fita adesiva sobre toda a extensao do

membro posterior, da coxa até tornozelo.
- Protocolo de Ultrassom Terapéutico

Foi utilizado o aparelho AVATAR-V®, KLD Biosistemas Equipamentos Eletrénicos
LTDA, com cabecotes de area efetiva de radiagdo (ERA) de 1,0 cm?. A aplicacéo foi realizada
em sessdes diarias, por sete dias consecutivos, com duragdo de cinco minutos, modo pulsado,
intensidade de 0,5 W/cm? frequéncia de 1 MHz °. Foi utilizado gel hidrossolGvel como meio de
contato, realizando movimentos circulares com o cabegote, privilegiando a regido do ventre

muscular, local onde foi induzida a lesdo muscular *'.
- Protocolo de associagao dos tratamentos (Crioterapia + Ultrassom Terapéutico)

A associagéo dos tratamentos foi realizada da mesma forma que os tratamentos citados
anteriormente, com o gelo sendo aplicado primeiro seguido pela aplicagdo do ultrassom 18,
Apbs as trés aplicacbes do gelo + ultrassom, prosseguiu-se apenas com o tratamento de

ultrassom até o final do periodo experimental.
Analises
- Coleta do material

Apds eutanasia dos animais, por overdose de cloridrato de ketamina e cloridrato de
xilazina via intraperitoneal *°, o musculo gastrocnémio foi retirado do membro pélvico direito.
Foi coletado 0,1 g de tecido muscular para analise da expressdo génica do RNAmM (TNF-a e
TGF-B1), e em seguida o restante da amostra muscular foi congelada pelo sistema de imerséo
em N-Hexana resfriada a -80°C, e armazenados em Ultra-freezer (Coldlab CL580-80V) a -80°C
12" Foi realizada a microtomia em micrétomo criostato (HM 505 E Microm, Alemanha)

seguindo-se as técnicas e cuidados adequados °.
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- Morfologia

Foi coletado a regido medial do musculo gastrocnémio do lado direito para posterior
confeccdo das laminas histologicas com cortes transversais de 5 um e coradas pelo método
Hematoxilina-Eosina (HE), sendo utilizadas para avaliagdo qualitativa dos aspectos
morfologicos: posicionamento do nudcleo, infiltrado inflamatdrio, espago intersticial e
organizagdo das fibras musculares, observadas por meio da utilizagdo do Software
NISElements D3.0 - SP7 - Nikon® *°.

- Dimenséao Fractal

As imagens de HE passaram pelo processo de binarizacdo, tornando-as preto e branco.
Desta forma, as imagens apresentaram o nucleo celular branco com o restante da célula preta,
e, para que fosse realizada a quantificacdo de infiltrado inflamatoério pela andlise fractal, foi
aplicada a inversdo de cores, tornando o nucleo preto e o restante da célula branco. Esse
procedimento foi necessério, pois a analise fractal mensura a area em preto da imagem.
Posteriormente a analise de Dimens&o Fractal (Df) foi realizada pelo método box-counting.
Todos os procedimentos foram realizados no Software ImageJ, com a adi¢do do plugin Fractal
Dimension and Lacunarity, ambos disponiveis  gratuitamente na internet
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) *2.

- Expresséo Génica de TNF-a e TGF-f1

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) foi utilizada para analisar o
RNAmM do Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a) e Fator de Transformagdo do Crescimento
(TGF-B1) do mtsculo gastrocnémico homogeneizado (OMNI TH — USA/Lodan) e isolado com
TRI® Reagent - RNA Isolation Reagent (Sigma-Aldrich®), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Apos a determinacdo da concentracdo total do RNA das amostras, foi realizado a
Transcricdo Reversa para a sintese de uma fita de DNA (cDNA) complementar ao mRNA. Em
seguida, foi realizado a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo dos genes
TNF-a (sense 5 — TGT GGC TCA GGG TCC AAC TC — 3’; antisense 5 TGA GCA GAG
CAG CCT GAT CC 3°), da TGF-B1 (sense 5’ - CCC CTG GAA AGG GCT CAA CAC-3’;
antisense 5> TCC AAC CCA GGT CCT TCC TAA AGT C -3°), foram submetidas a
amplificacdo em 24 pl de um “mix” contendo 5,0 pl de tampdo 10x Taq Polimerase (Prodimol),

0,5 pl de cada dNTP 10 mM, 1,5 pl de MgCl2 50 mM, 0,125 pl da enzima Tag DNA Polimerase
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[5U/ul] (Promega, USA) e 15,875 pl de &gua Mili-Q autoclavada. Apo6s a amplificacdo, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose — EtBr e visualizados com
iluminacdo UV (Kodak Molecular Imaging Software Version 4.0, 2-User e Eletronic UV
Transilluminator Ultra. Lum. Inc). Para a analise densitométrica foi utilizado o software Scion
Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA). As expressdes do mRNA de TNF-a ¢
TGF-B1 foram normalizadas pela expressdao do gene Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase
(GAPDH sense 5° — CCT GGT ATG ACA ATG AAT AGG - 3’; antisense 5 — TCT CTT
GCT CTC AGT ATCCT -3).

- Estatistica

A andlise dos resultados foi realizada utilizando-se o programa estatistico SPSS- verséao
22.0 (SPSS Inc., Chicago, United States of America). A verificacdo da normalidade dos dados
foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e, uma vez constatada a normalidade dos dados
prosseguiu-se para a andlise da diferenca entre os grupos, por meio do teste de variancia,
ANOVA-One Way, seguido de pos-teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado para todas

as andlises foi de 5%.
RESULTADOS

A analise histoldgica evidenciou as alteragdes no aspecto estrutural promovidas pela
lesdo e a resposta tecidual frente aos tratamentos de CR, US e CRUS. O grupo LA apresentou
alteracdo acentuada no aspecto estrutural caracterizado por citoplasma edemaciado, intenso e
extenso processo inflamatério, desorganizacao das miofibras e aumento do espaco intersticial,
do endomisio e perimisio (Figura 3a). O mesmo padrdo, porém com menor intensidade, foi

observado no grupo L que nédo recebeu tratamento (Figura 3b).

Diante dos tratamentos utilizados, o tecido muscular dos grupos CR e US apresentou
presenca de infiltrado inflamatdrio, além da desorganizacéo tecidual (Figura 3c), entretanto
pode-se observar 0 aumento de células com nucleos centralizados e periféricos no grupo US,
caracterizando formagdo de novas miofibras (Figura 3d). Entretanto no grupo CRUS foi
observado aspecto organizado das miofibras, do endomisio, perimisio e do espaco intersticial,

com poucos focos de infiltrado inflamatorio (Figura 3e).

FxEXEX Inserir Figura 3 **x**x*

Association of Cryotherapy and Therapeutic Ultrasound in muscle repair. 7/03/2016
Koike Page 46 of 59



47

Os achados histoldgicos foram quantificados por meio da Dimens&o Fractal, obtido pelo
método box-couting. O valor de DF quantifica as irregularidades na imagem por método de
box-couting, e desta forma o maior o valor de fractal é diretamente proporcional ao aumento de
irregularidades na imagem, caracterizado pela presenca de infiltrado inflamatorio. O grupo
CRUS apresentou menor valor de Df em relagdo a todos os grupos experimentais, sendo esta
diferenca significante em relagéo aos grupos LA (p = 0,001), L (p = 0,001) e CR (p = 0,007).
O grupo US, também reduziu DF sendo esta diferenca significante em comparacao aos grupos
LA (p=0,001), L (p =0,001) e CR (p = 0,036) (Figura 4).

FxEXEX Inserir Figura 4 **x**x*

Na figura 5 estdo ilustrados os valores densitométricos em unidades arbitrarias (UA)
referentes a expressdo de RNAmM de TNF-a e TGF-B1 no musculo gastrocnémio. O grupo US
apresentou reducéo significante de TNF-a em relagdo aos grupos LA (p = 0,008); L (p =0,032)
e CR (p=0,046). Com relacdo ao TGF-p1, este apresentou reducao significante do grupo CRUS
em comparagdo com o grupo LA (p = 0,023); do grupo US com o LA (p =0,049); e do CR com
LA (p=0,001) e L (p =0,006).

FxEXEX Inserir Figura 5 *****x*
DISCUSSAO

Verificou-se que os grupos LA e L apresentaram maiores alteracbes na morfologia,
aumento da quantidade de infiltrado inflamatdrio e de TNF-a ¢ TGF-B1, em comparagdo aos
grupos tratamento. O grupo US apresentou reducdo significante dos niveis de TNF-o em
comparacao aos demais grupos. O grupo CR reduziu significativamente os niveis de TGF-p1
em relacdo aos grupos LA e L; e os grupos US e CRUS reduziram significativamente os niveis

de TGF-B1 em relagdo ao grupo L.

A analise histologica dos grupos LA (ap06s dois dias) e L (apds sete dias da lesdo)
demonstraram alteracfes morfologicas promovidas pelo mecanismo de lesdo por impacto,
como o acentuado infiltrado inflamatorio, necrose celular e desorganizagdo das miofibras. A
atenuacdo desses aspectos foi observada nos grupos que receberam tratamento de CR, US e
CRUS.
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Sabemos que a lesdo muscular promove alteragfes estruturais, principalmente em
decorréncia do processo inflamatorio, da ruptura do sarcolema e dos vasos sanguineos 2921, A
invasdo de neutrdfilos e macréfagos no sitio da lesdo fagocitam o tecido em necrose. Este
processo libera enzimas digestivas e podem danificar os tecidos adjacentes sadios °. Neste
sentido, h& a preocupacdo em modular o processo inflamatorio a fim de evitar danos as

estruturas saudaveis’.

Em nosso estudo, a crioterapia ndo melhorou a morfologia e ndo reduziu o processo
inflamatdrio e TNF-a, porém promoveu a diminui¢do de TGF-B1. A técnica de crioterapia vem
sendo aplicada em estudos 8222 no intuito de reduzir o processo inflamatério em lesdes
musculares. Entretanto, um estudo que utilizou os tratamentos de crioterapia, laser e
diclofenaco demonstrou que a crioterapia foi ineficaz em reduzir os niveis de fatores pro-

inflamatdrios como IL-1, IL-6, € TNF-o quando aplicado 1 hora ap6s a lesdo *.

Por outro lado, a crioterapia acarreta em vasoconstri¢cdo e diminuicdo do metabolismo
celular. Este efeito retarda a migracdo de macrofagos no sitio da leséo e inibir a expressao de
fatores de crescimento como 0 TGF-B1 e IGF-1, podendo prejudicar o processo de reparagdo
tecidual 8. Deste modo, a aplicaco da crioterapia pode ter dificultado a reparac&o do tecido do

grupo CR.

Neste estudo, as caracteristicas de infiltrado inflamatorio leve e presenca de fibras com
nucleo centralizado foram observadas no grupo US, caracterizando o processo de reparacdo
celular 3. Além disso, dentre os tratamentos aplicados, observamos que o grupo US promoveu
a diminuicéo significante de TNF-a em comparacgdo aos grupos LA, L e CR. Atualmente o US
é estudado na reducdo de inflamacgéo em tecidos moles lesionados, promovendo a regeneragao
e sendo considerado como potencial recurso clinico capaz de otimizar o tempo de cicatrizacao

de tecidos lesionados 2.

A pressdo das ondas ultrassénicas movimentam grandes quantidades de fluido, e
promovem a reducéo dos leucdcitos totais e das espécies reativas de oxigénio 8. Além disso,
pode reduzir a inflamag&o por prevenir a ativacdo do NF-kB e consequentemente inibir a
producdo de TNF-a 24, Em sintese, sabe-se que os fatores pré — inflamatérios provocam a
degradacao da proteina IkB, e que esta transloca o complexo NF-kB para o nicleo onde se liga
para transcrever genes de carater pro- inflamatorio 2°. Deste modo, o US pode ter atuado na

inibicdo desta via reduzindo TNF-a.
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Além de reduzir o tempo de afastamento do individuo as atividades fisicas, outro desafio
para os tratamentos da lesdo muscular é o de prevenir ao maximo a formacéo de fibrose. Este
estudo demonstrou que a aplicagdo US isolado foi ineficaz para reduzir os niveis de TGF-B1.
Este resultado sugere o0 aumento de fibroblastos no tecido muscular destes animais, visto que o
TGF-B1 ¢ o principal estimulador do processo de fibrose por induzir células miogénicas a se
diferenciarem em miofibroblastos em masculo lesado 2°. Neste contexto, torna-se importante a
modulacdo dos mediadores inflamatdrios, como 0s TNF-a ¢ TGF-B1, que podem induzir a

degeneracéo de células sadias e fibrose 2’

O efeito da combinag&o dos tratamentos ocasionou na melhora da organizacéao do tecido
muscular caracterizando um estagio mais avancado de reparacdo, além da diminuicdo
significativa da quantidade de infiltrado inflamatorio. Deste modo, a combinagdo dos
tratamentos promoveu efeitos favoraveis sinergistas na reparacdo muscular. A reducdo do
processo inflamatdrio também foi observado em estudo de Martins et al., 8 que verificaram que
o0 tratamento combinado (crio + US) promoveu reducdo de marcadores plasmaticos de lesdo,

em comparacao as terapias isoladas de gelo e ultrassom terapéutico.

Os grupos US e CRUS apresentaram a reducdo do valor de DF caracterizando a reducao
de processo inflamat6rio no tecido muscular. Podemos destacar os resultados encontrados por
esta analise por quantificar os aspectos morfol6gicos com relagcdo ao processo inflamatdrio,
visto que é um método de analise independente do avaliador, uma vez que o software realiza

automaticamente as quantificagoes 2.

Na presente pesquisa as amostras foram coletadas apds dois e sete dias da lesdo sem
tratamento, e os valores de DF em LA (1,157) e L (1,143) em comparacdo aos grupos US
(1,021) e CRUS (1,012) demonstram que os tratamentos reduziram o processo inflamatorio.
Em estudo de Ozaki, et al.'?, utilizaram um grupo controle (sem nenhuma intervencio)
composto por ratos Wistar (Rattus novergicus) com as mesmas caracteristicas dos animais
utilizados neste estudo. Este grupo controle apresentou o valor de DF = 0,77. Considerando este
resultado, podemos concluir que o grupo CRUS apresentou-se mais eficaz para atenuar a

exacerbacao da inflamacao.

As Ultimas fases de recuperacdo envolvem a regeneracgéo da fibra muscular, formacéo e
remodelacéo do tecido da cicatriz, angiogénese e recuperacdo da funcdo muscular 2°. Desta

forma, ao interferir em qualquer um deles, pode-se alterar a progressao de reparac¢do natural do
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musculo esquelético *°. Apds sete dias da lesdo muscular, a associagdo dos tratamentos
fortaleceu os efeitos benéficos das terapias isoladas estimulando o processo de reparagédo

muscular.

O presente estudo se limitou a ndo utilizar um grupo controle (sem nenhuma
intervengdo. O grupo controle poderia identificar o quanto os tratamentos foram eficazes em
relagdo a um tecido sem lesdo. Apesar de utilizar o método de delineamento em blocos
casualizados para reduzir o erro experimental bioldgico e de padronizar a posicdo do membro
posterior, pode existir a variacdo no local de lesdo muscular por impacto, visto que 0s animais

apresentam varia¢Ges na posi¢do anatbmica dos musculos.

Sugere-se quantificar o colageno, fatores de crescimento (VEGF) e fatores de regulacao
miogénica (MyoD e Miogenina) relacionadas ao processo de repara¢do muscular, bem como
analisar diferentes tempos de tratamento (3, 7, 14, 21 dias) a fim de observar a reparacéao
completa e comprovar os efeitos dos tratamentos de crioterapia, ultrassom e associacdo a longo
prazo. A perspectiva é que este estudo sirva como base para novas pesquisas e futuramente
como método para a aplicacdo dos tratamentos em seres humanos tanto em clinicas de
reabilitacdo quanto durante a pratica de esportes, afim de promover melhor qualidade de

recuperacdo tecidual e menor tempo de afastamento dos individuos.

Conclui-se que os tratamentos aplicados de Ultrassom terapéutico e a associacdo da
Crioterapia com Ultrassom Terapéutico foram efetivos na reparacdo estrutural do tecido
muscular. Ainda assim, ficou evidente que a utilizacdo dos tratamentos associados (CRUS)
favoreceu o processo de reparacao pela diminuicdo de DF, assim como pela melhora dos aspectos

histoldgicos.
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FIGURA 1

Delineamento em blocos casualizados
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Figura 1: Organograma do delineamento experimental e grupos.
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FIGURA 2

Figura 2. A: Equipamento para protocolo de lesdo
muscular por impacto composto por duas hastes metalicas
de 60 cm na vertical, trés suportes de acrilico transversais,
roldana no centro superior, tubo de acrilico de 50 cm ao
centro e carga de 200g presa ao fio. B: Posicionamento do
animal com membro pélvico posterior em extensdo de
joelho e tornozelo, durante a queda do peso a 30 cm de
altura. C: Peso de 200 g.

FIGURA 3

(seta pontilhada) Necrose; (seta dupla) Ndcleo centralizado. a) LA: alteragdo da arquitetura por infiltrado inflamatério
acentuado; miofibras em necrose e citoplasma edemaciado; desorganizacdo e aumento do espaco intersticial, do endomisio
e perimisio. b) L: infiltrado inflamatdrio acentuado; acentuada necrose das miofibras, desorganizacdo celular e aumento do
espaco intersticial, do endomisio e perimisio. ¢) CR: infiltrado inflamatério moderado, desorganizacdo e ruptura de sarcolema
das miofibras, aumento do espago intersticial, do endomisio e perimisio. d) US: infiltrado inflamatorio leve, presenca de
miofibras com ndcleo centralizado, desorganizacdo das miofibras, espaco intersticial, endomisio e perimisio. e) CRUS:
infiltrado inflamatdrio leve, miofibras com sarcolema preservados, melhora da organizacgéo de perimisio, endomisio e espacos
intersticiais. (Aumento de 200x).
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FIGURA 4
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Figura 4: Valores da analise de Dimensdo Fractal (Df). * p<0,05 em
relacdo a US e CRUS.
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Figura 5. Gréfico representativo do conteido de RNAm de TNF-o e TGF-B1 normalizados por GAPDH, obtidos em ensaios
de RT-PCR no tecido muscular gastrocnémio. Valores de média e desvio padrdo expressos em unidades arbitréarias (UA). *
Diferenca significante em comparagdo com LA (p = 0,008), L (p = 0,032) e CR (p = 0,046); # Diferenca significante em
comparacdo com LA (p =0,001) e L (p = 0,006); + Diferenca significante em comparagdo com LA (p = 0,049); { Diferenca
significante em comparacdo com LA (p = 0,023).
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Os artigos compilados nessa dissertacdo demonstraram o efeito da
associacdo dos tratamentos de crioterapia e ultrassom terapéutico na lesao

muscular.

No primeiro estudo, mesmo para 0s animais que receberam tratamento,
todos perderam peso corporal e muscular. Entretanto, a combinacdo da
crioterapia + ultrassom terapéutico foi superior em melhorar o aspecto
morfométrico, reduzir a perda de peso corporal e muscular, e a quantidade de

colageno.

Em relagéo ao segundo estudo, os animais submetidos a associa¢do dos
tratamentos melhoram os aspectos histolégicos, com reducdo do processo
inflamatério durante o periodo experimental. Porém, a associacdo dos
tratamentos ndo promoveu a reducao significativa dos niveis de TNF-a, mas foi
capaz de ocasionar reducao significativa de TGF-f1 em comparacdo ao grupo

LA.

Diante dos resultados apresentados, nota-se a necessidade de estudos,
gue avaliem um maior periodo experimental, a fim de investigar o momento em
gue ocorrem as modificacdes decorrentes da aplicacdo dos tratamentos, assim
como identificar seus efeitos. Além disso, com relacdo dos efeitos dos
tratamentos associados na lesdo muscular, torna-se importante investigar mais
especificamente marcadores genéticos (VEGF, MyoD e Miogenina) relacionados

ao processo de reparacao.
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